Kvantitatiivisen PCR (qPCR)- ja kasvatusmenetelmien vertailu ja viiteaineiston arviointi rakennusten mineraalivillaeriste- ja puumateriaalinäytteiden mikrobimäärityksissä by Eklund, Marjut
isbn 978-952-61-0714-1
Opinnäytetyöt, rakennusterveys 2012
Marjut Eklund
Kvantitatiivisen PCR (qPCR)- ja
kasvatusmenetelmien vertailu
rakennusten mineraalivillaeriste- ja
puumateriaalinäytteiden
mikrobimäärityksissä
MARJUT EKLUND
 Kvantitatiivisen PCR (qPCR)- ja
kasvatusmenetelmien vertailu
rakennusten mineraalivillaeriste- ja
puumateriaalinäytteiden
mikrobimäärityksissä
Muut Julkaisut -sarja
opinnäytetyöt
Koulutus- ja kehittämispalvelu Aducate
Itä-Suomen yliopisto
Kuopio
2012
Aihealue:
Rakennusten terveellisyys
Kopijyvä Oy
Kuopio, 2012
Myynnin yhteystiedot:
Itä-Suomen yliopisto, Koulutus- ja kehittämispalvelu Aducate
aducate-julkaisut@uef.fi
http://www.aducate.fi
ISBN 978-952-61-0714-1(painettu)
ISBN 978-952-61-0715-8 (pdf)
TIIVISTELMÄ:
Tässä lopputyössä tarkastellaan kasvatusmenetelmällä ja kvantitatiivisella,
reaaliaikaisella PCR- menetelmällä (quantitative real-time PCR, qPCR) tutkittujen
puumateriaalien ja mineraalivillaeristemateriaalien Penicillium-, Aspergillus- ja
Paecilomyces –ryhmän mikrobituloksia. Työn tavoitteena on mm. verrata kyseisillä
menetelmillä havaittuja mikrobipitoisuuksia ja arvioida menetelmien välisiä eroja ja
tuottaa tietoa viiteaineiston muodostamiseksi kosteus- ja homevauriokohteiden
mikrobiologiseen analysointiin qPCR:n avulla.
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ABSTRACT:
In this study, microbial data obtained on wooden building materials and mineral
wool insulation are observed using culture-based plate-count and quantitative real-
time PCR (qPCR) method. The aim of the study is to compare the amount of
Penicillium / Aspergillus / Paecilomyces groups detected by these two methods and also
evaluate the differences between the methods. In addition, the aim of this study is to
produce knowledge on reference data as a working tool for microbial analysis of
moisture or mold damaged buildings.
KEYWORDS:
Microbial indoor assessments, dampness, moisture, mold, detection methods,
cultivation, DNA based methods
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Rakennusterveys on avainasemassa ihmisten terveyteen nähden. Ihminen viettää
suurimman osan ajasta sisätiloissa hengittäen noin 15 000 – 40 000 litraa ilmaa
päivässä. Ympäristöstä riippuen hengitysilma sisältää laajan kirjon kemiallisia ja
orgaanisia epäpuhtauksia, kuten esimerkiksi mikrobiperäisiä yhdisteitä, mikrobeja
tai mikrobien osia, jotka saattavat olla haitallisia ihmiselle. Näiden komponenttien
havaitseminen rakenteissa ja sisäilmassa on erittäin tärkeää. Tämän
rakennusterveyteen liittyvän tutkimuksen tarkoituksena on verrata mikrobien
kasvatukseen perustuvia ja molekyyligeneettiseen tunnistukseen perustuvia
menetelmiä tutkittaessa puun ja eristevillan sisältäviä Penicillium- Aspergillus- ja
Paecilomyces-ryhmän homesieniä.
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1 Johdanto
Kosteus- ja homevauriot vaikuttavat sekä ihmisten terveyteen että rakennusten
kuntoon. Suomessa ihmisten on arvioitu viettävän suurimman osan vuorokaudesta
sisätiloissa, jolloin keskimääräinen sisään hengitetty sisäilman määrä on noin 15 – 40
m3. Sisäilman ja rakenteiden puhtaus on näin ollen avainasemassa. Arvioiden
mukaan kosteus- ja homevaurioperäisille sisäilman epäpuhtauksille altistuu
Suomessa 600 000 – 800 000 ihmistä, joista osa sairastuu (www.hometalkoot.fi).
Altistavia kohteita ovat asuinrakennusten lisäksi kosteus- ja homevaurioituneet
päiväkodit, koulut, toimistorakennukset tai sairaalat. On oleellista, että
kosteusvauriot korjataan välittömästi ja vaurioon johtaneet syyt poistetaan
rakennuksesta kokonaan, koska rakennustenkosteus- ja homevaurioihin liittyvä
mikrobikasvusto voi olla terveydelle haitallista sekä kasvuvaiheessa että kuivuneena
tai kuivattuna (Asumisterveysohje 2003).
Rakennusten terveellisyyden arvioinnissa mikrobiologiset määritykset ovat tärkeä
osa rakennusten tutkimuksia (Hyvärinen ym, 2009). Asumisterveysoppaan ja
Suomen terveydensuojelulain (763/94) 26 §:n mukaisesti asunnon ja muun sisätilan
sisäilman tulee olla puhdasta, eivätkä lämpötila, kosteus, melu, ilmanvaihto, valo,
säteily, mikrobit ja muut vastaavat tekijät saa aiheuttaa terveyshaittaa asunnossa tai
sisätilassa oleskeleville. Rakennuksen mikrobikasvustolla tarkoitetaan pinnoilla /
rakenteissa olevaa home-, hiiva tai bakteerikasvustoa, joka on silminnähtävää tai se
on varmennettu mikrobiologisten analyysien avulla.
Kosteus- ja homevaurioiden mikrobianalyysit perustuvat perinteisesti
kasvatusmenetelmään ja näin ollen pesäkkeiden laskemiseen ja morfologiseen
tunnistukseen. Tällä hetkellä rakennusterveyteen liittyvät tulosten tulkintaohjeet
perustuvat kasvatusmenetelmään. Huolimatta menetelmän monista eduista,
tuloksen saaminen on kuitenkin hidasta ja erityisesti sienten tunnistaminen vaatii
suurta erityisosaamista.
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Genotyyppiseen tunnistukseen perustuvaa kvantitatiivista reaaliaikaista
polymeraasiketjureaktio (qPCR)–menetelmää tutkitaan yhä enenevissä määrin
kosteus- ja homevauriodiagnostisena välineenä. QPCR- menetelmä on huomattavasti
kasvatusmenetelmiä nopeampi. QPCR havaitsee myös viljelyssä negatiiviseksi
jäävien, kuivuneiden ja kuolleiden mikrobisolujen DNA:n. QPCR:n haasteena on
kuitenkin menetelmän rajallinen tunnistuskyky eli että menetelmä havaitsee vain ne
mikrobit, joita valitaan tutkittavaksi. Tällä hetkellä qPCR:n kansallisen viiteaineiston
luominen on käynnissä.
Tämän lopputyön tarkoituksena on verrata kasvatus- ja qPCR-menetelmällä
tutkittujen puu- ja mineraalivillapohjaisten rakennusmateriaalien mikrobilajistoa ja –
määriä ja arvioida menetelmien välisiä eroja. Tutkimuksessa  myös saadaan
viiteaineistoa käyttötyökaluksi liittyen kosteus- ja homevaurio-kohteiden
mikrobiologiseen analysointiin qPCR:n avulla. Tämä työ toteutetaan
jatkotutkimuksena  pohjautuen  tutkimukseen  ”Quantitative  PCR  analysis  of  fungi
and bacteria in building materials and comparison to culture-based analysis”. Veli-
Matti Pietarinen, Helena Rintala, Anne Hyvärinen, Ulla Lignell, Päivi Kärkkäinen ja
Aino Nevalainen, mikä on julkaistu kansainvälisessä julkaisusarjassa Journal of
Environmental Monitoring (10/2008, sivut 655-663).
1.1 RAKENNUKSIIN LIITTYVÄT KOSTEUS- JA HOMEVAURIOT
Kosteus- ja homevaurioihin liittyvän mikrobikasvun tärkein käynnistävä tekijä on
veden saatavuus, aktiivisen veden määrä (aw).  On  arvioitu,  että  aw –arvon ollessa
suurempi kuin 0,65 mikrobikasvun käynnistyminen on mahdollista (Gorny 2004).
Suomessa noin 80 %:ssa talouksista on tai on ollut havaittavissa jonkinasteinen
kosteusvaurio ja 50 %:ssa sellainen vaurio, joka vaatii vähintään rakenteen
tarkastamisen (Nevalainen ym. 1998). On arvioitu, että Suomessa tapahtuu vuosittain
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yli 20 000 vesivahinkoa, jolloin vesi pääsee rakenteisiin vesikaton, seinien, alapohjan
ja putkien vuotojen kautta (2011, www.sisailmayhdistys.fi) (Kuvat 1- 2).
Yksityisasuntojen lisäksi päiväkodeissa, kouluissa, toimistotiloissa tai sairaaloissa
havaitaan usein sisäilmaongelmia ja kosteus- ja homevaurioita.
Sisäilmaongelmat ovat tyypillisesti monen tekijän summa. Ilmanvaihdon
riittämättömyys on yksi merkittävimmistä tekijöistä, mutta aiheuttajina ovat myös
yläpohjan kondenssikertymät heikosta tuuletuksesta ja eristyksestä johtuen, sade- ja
valumavesien kertyminen maanvaraiseen pohjalaattaan ja edelleen kosteuden
siirtyminen diffuusion avulla alapohjaan ja lattiarakenteisiin, sadevesien kastelemat
ikkunapuitteet ja seinärakenteet ja seinään osuva viistosade tai putkivuodot. Samoin
monesti myös vedenkäytön tottumuksen muuttuminen aiheuttaa mittavia kosteus- ja
edelleen sisäilmaongelmia (esimerkiksi ns. rintamamiestalot). Sisätilojen
kosteuskuormitus saattaa olla moninkertainen verrattuna aikaisempaan esim.
sisätiloihin lisätystä saunasta, pesutiloista, pyykinkuivauksesta ja/tai rakenteiden
tiivistämisestä johtuen. Samoin mm. kellarikerroksen lisäeristäminen sisäpuolelta
saattaa aiheuttaa kastepisteen muodostumisen seinärakenteen sisään.
Kuva 1. Kosteusvaurioitunut väliseinä, jossa on näkyvää mikrobikasvua.
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Kuva 2. Putkivuodosta kosteusvaurioitunut puukoolattu alapohja, jossa on eristeenä
mineraalivilla.
1.2 KOSTEUS- JA HOMEVAURIOIDEN TERVEYSVAIKUTUKSET
Asukkaiden ja työntekijöiden jatkuva altistuminen heikkolaatuiselle sisäilmalle
johtaa huomattavaan tautikuormitukseen. Asumisterveysohjeen mukaan näkyvä
homekasvu rakennuksen sisäpuolisissa rakenteissa on aina terveyshaitta ja se tulee
poistaa. Ihmisten altistuminen erilaisille kemiallisille rakennusmateriaaliemissioille,
bioaerosoleille kuten orgaanisille pölyille, kosteusvauriomikrobeille tai niiden
pintarakenteille, haihtuville aineenvaihduntatuotteille, mikrobimyrkyille, itiöille ja
esim. rihmastonkappaleille saattaa aiheuttaa kauaskantoisia terveysvaikutuksia.
Näin ollen on perusteltua, että rakennuksiin ei kuulu homekasvu ja erityisesti näiden
haittatekijöiden aiheuttaman yhteisvaikutuksen on arvioitu olevan epäedullista
terveydelle. Tyypillisinä huonoon sisäilmaan liittyvinä oireina mainitaan esimerkiksi
hengitystie- ja allergiaoireet, ärsytysoireet, silmä- ja iho-oireet sekä yleisoireet kuten
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kuumeilu, lihas- ja nivelkivut tai neurologiset oireet (Jarvis 2005, Putus 2010).
Pitkäaikaisen, esim. jo lapsuudessa tapahtuvan jatkuvan altistumisen sisäilman
epäpuhtauksille on todettu johtavan elinikäisiin sairauksiin kuten astmaan. Myös
ammattitautien osuus on huomattava liittyen mikrobien aiheuttamaan altistumiseen.
Esimerkiksi maatalouden toimialoilla homesienet, bakteerit ja aktinobakteerit (ent.
sädesienet) ovat aiheuttaneet ammattitautitapauksia. Samoin mm. rakennusalalla ja
mikrobien tutkimusalalla altistuminen bioaerosoleille on voimakasta.
Huomattavaa on, että mikrobeja on kaikkialla elinympäristössämme. Useimmat
niistä ovat harmittomia, monet hyödyllisiä ja välttämättömiä ihmisten
hyvinvoinnille. On myös arvioitu, että huolimatta vakavista kosteus- ja
homevaurioihin liittyvistä oireista ja taudinkuvista erityisesti maatilaympäristön
moninaisesta mikrobialtistumisesta varhaislapsuudessa saattaa olla tiettyä
terveydellistä hyötyä mm. immuunipuolustuksen aktivoinnin välityksellä.
2. Mikrobit kosteus- ja homevaurioissa
2.1  INDIKAATTORIMIKROBIT
Rakennuksiin liittyvien mikrobitutkimusten yhteydessä tiettyjen mikrobisukujen, -
lajien ja ryhmien on havaittu liittyvän kosteus- ja homevaurioihin. Näistä
rakennusten tavanomaisesta poikkeavista mikrobeista käytetään nimitystä
indikaattorimikrobit (Taulukko 1). Eri tutkimuslaitoksilla on omia listoja
indikaattorimikrobisuvuista, joita yleisesti on tavattu suomalaisissa
kosteusvauriorakennuksissa ja joita ei yleensä tavata terveissä rakennuksissa suurina
pitoisuuksina.
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Mikrobeja esiintyy kaikkialla luonnossa, mm. maaperässä, kasveissa, vesissä ja
ilmassa ja niitä pääasiallisesti kulkeutuukin sisäilmaan ulkoilmasta. Muita ns.
mikrobien normaaleja lähteitä ovat esimerkiksi ihmiset itse, eläimet, maatilan
tuotantotilat, elintarvikkeet ja polttopuut (Hyvärinen 2002, Hyvärinen ym., 2011).
Ulkoilman tyypillisimpiä lajeja ovat Cladosporium-, Aureobasidium-ja Penicillium-
homeet, hiivat ja steriilit sienet (steriilit sienet kasvavat, mutta eivät itiöi
kasvatusmaljalla). Nämä ovat yleisiä myös materiaali-, pinta- ja ilmanäytteissä. Jos
näiden lisäksi näytteissä esiintyy muita sienilajeja, erityisesti edellä mainittuja
indikaattorilajeja, on syytä epäillä rakennuksessa olevan poikkeava mikrobilähde
(Reiman ym, 2005).  Luonnollisesti myös em. rakennuksissa yleisesti havaittavien
mikrobien esiintyminen suurina pitoisuuksina viittaa poikkeavaan
mikrobilähteeseen tai mikrobikasvuun rakennuksessa. Mikrobitulosten tulkinta
vaatii laajaa asiantuntemusta ja ns. normaalilähteiden huomioimista, sillä esim.
indikaattorimikrobina pidetyn Trichoderman tiedetään olevan yleinen takkapuissa ja
esimerkiksi aktinobakteereja voi kulkeutua sisäilmaan ihmisten maatilan
tuotantotiloissa pitämien vaatteiden mukana.
Mikrobivaurioituneiden rakennusten korjauksissa huolellisesti suoritetun
kokonaisremontin (mm. työn aikaiset osastoinnit, sulut, huputukset, pölyn
leviämisen hallinta, vaurioituneen materiaalin asiallinen hävitys) jälkeen
indikaattorimikrobimäärä alenee kohteessa yleensä huomattavasti. On kuitenkin
huomattavaa, että vain osittain remontoidun koulun tai toimiston sisäilman laatu ei
tyypillisesti parane, ja ihmisten oireilu useimmiten jatkuu.
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Taulukko 1. Ulko- ja sisäilmassa yleisesti esiintyviä sekä kosteusvaurioon viittaavia
indikaattorimikrobisukuja, -lajeja ja –ryhmiä.
* mahdollisesti toksiineja tuottavia mikrobeja
** pesäkkeitä, jotka eivät käytettävillä alustoilla muodosta itiöitä
Tummennetulla tekstillä on merkitty ne indikaattorimikrobit, joiden esiintyvyys
vaurionäytteissä eri tutkimusaineistojen mukaan on > 10 % tutkituista näytteistä
erilaisissa rakennusmateriaaleissa (taulukko mukailtu lähteistä Asumisterveysohje
2003, Reiman 2005, Asumisterveysopas 2009).
Yleisiä sienisukuja
ja –ryhmiä
Ulkoilmassa   Sisäilmassa
Kosteusvaurioon viittaavia
mikrobisukuja, -lajeja ja -ryhmiä
Cladosporium* Penicillium* Aktinobakteerit*
Streptomyces
Fusarium
Basidiomykeetit Aspergillus* Acremonium* Geomyces
Penicillium* Cladosporium* Ascomycetes Oidiodendron
Aspergillus* hiivat Aspergillus
fumigatus*
Paecilomyces*
Alternaria A. ochraceus* Phialophora
hiivat A. penicillioides /
A. restrictus
Rhodotorula
steriilit** A. sydowii* Scopulariopsis
A. terreus* Sphaeropsidales
(Phoma Stachybotrys /
Memnoniella*
A.  versicolor* Sporobolomyces
Aureobasidium Trichoderma*
Chaetomium* Tritirachium/
Engyodontium
Eurotium Ulocladium
Exophiala Wallemia
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2.2 MIKROBISUKKESSIO JA KASVUOLOSUHTEET
Mikrobikasvun käynnistyessä vaurioituneen rakenteen mikrobistossa on lajeja, jotka
tyypillisesti kasvavat vallitsevissa olosuhteissa ja mikrobilajisto muuttuu
ympäristöolosuhteiden mukaan eli tapahtuu mikrobisukkessio. Määräävinä tekijöinä
sienten kasvuedellytyksinä on vapaan veden määrä / kosteus, lämpötila (> 0 °C) ja
hapen saatavuus. Kosteuden mukaan lajeja esiintyy tavallisista hydrofiilisistä lajeista
aina kuivassa viihtyviin, alhaista kosteutta sietäviin kserofiilisiin lajeihin.
Kertakastumisessa korkeampaa kosteutta vaativat homeet aloittavat kasvunsa ensin.
Kuivumisen myötä lajisto alkaa muuttua. Vähitellen kostuvaan rakenteeseen
ilmaantuvat tavallisimpien mikrobien seuraksi ensin vähään kosteuteen (aw<0.85)
tyytyvät homeet (esim. Penicillium-lajeja, Aspergillus (Eurotium) amstelodami, A.
versicolor, Paecilomyces variotii, Wallemia sebi) (Gorny 2004). Näiden jälkeen esiintyy
sekundaariset kolonisoijat (aw 0.85-0.90), joista ovat esimerkkeinä A. flavus,
Cladosporium-lajeja, Mucor, Rhizopus. Kosteuden lisääntyessä aw –arvon yli 0.90
korkeampaa kosteutta vaativat homeet, esimerkiksi A. fumigatus, Trichoderma spp,
Alternaria alternata,, Exophiala, Mucor-lajeja, Rhizopus-lajeja ja Stachybotrys chartarum
saattavat syrjäyttää edellä mainitut lajit (Gorny 2004).
On huomattava, että kasvustoa tai itiöitä ei yleensä tuhoa pakkanen eikä kuivuus.
Esimerkiksi Trichoderman sopeutumistavat sukkession aikana ovat monimuotoisia:
mikrobi käyttää useita strategioita samanaikaisesti: nopeaa kasvua, runsasta itiöintiä,
entsyymien tuottoa, toisten sienten kasvun estämistä tai tuhoamista (antibiootit,
haihtuvat yhdisteet, loisiminen), kykyä pärjätä vähillä ravinteilla, kylmyyden tai
happamuuden sietoa (Dix ym. 1995).
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3. Mikrobien määrittäminen homevaurion toteamiseksi
Mikrobiologiset määritykset ovat yksi työkalu homevaurioiden tai epätavanomaisen
mikrobilähteen määrittämisessä. Määritys voidaan tehdä pinta-, materiaali- tai
ilmanäytteestä. Viranomaisohjeissa suositellaan ensisijaisesti käytettäväksi pinta- ja
materiaalitutkimusta ennen ilmanäytetutkimusta, koska ilmanäytteiden pitoisuudet
vaihtelevat paljon niin ajallisesti että paikallisesti ja yksittäiset ilmanäytteet eivät näin
ollen anna aina luotettavaa kuvaa rakennuksen tilasta.
Pinta- ja materiaalinäytteet epäilykohdista voivat osoittaa mikrobikasvun ja näin
jopa paikallistaa vauriokohdan siinä, missä ilmanäytteet voivat viitata mahdolliseen
epätavanomaiseen lähteeseen vaatien kuitenkin vielä vauriokohdan
paikallistamisen. Joissakin tapauksissa vauriot ja kasvustot löytyvät rakenteita vasta
purettaessa. Toistettujen ilmanäytteiden avulla esimerkiksi ennen ja jälkeen
korjausten voidaan paremmin arvioida muutosta altistumisessa kuin
materiaalinäytteillä. Mikrobiviljelyssä saadaan selville elinkykyisten homesienien ja
bakteerien lukumäärä ja/tai lajit ja voidaan arvioida niiden avulla mahdollista
terveyshaittaa aiheuttavan olosuhteen kosteus- ja homevaurion esiintymistä, mutta
kasvatukseen perustuva menetelmä ei mittaa kuolleiden tai lisääntymiskyvyttömien
mikrobien pitoisuutta. Mikrobikasvatuksessa maljat kasvatetaan ravinteiden ja
lämpötilan suhteen valikoivissa kasvatusolosuhteissa, jolloin saadaan ryhmittäin
esille bakteerien kokonaismäärä, huoneen lämpötilassa (mesofiiliset)- tai
korkeammassa lämpötilassa kasvavat (termotolerantit) homeet ja aktinobakteerit
sekä hiivat. Homevaurion toteamiseksi kasvatusalustoista ja –lämpötiloista on
annettu suositukset Asumisterveysohjeessa (2003) ja Asumisterveysoppaassa (2009).
Kasvatusalustoiksi siellä ja kansainvälisissä yhteenvedoissa suositellaan sienille 2 %
mallasagar (M2) ja dikloran-glyseroli-18 (DG18) -agar ja bakteereille tryptoni-
hiivauute-glukoosi (THG) -kasvatusalustaa. On myös olemassa useita muita
kasvatusalustoja, joista Suomessa eniten käytetty lienee Hagem-kasvatusalusta.
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Eräiden lajien tunnistuksessa ja rihmaston osoituksessa voidaan käyttää suoraa
mikroskopointia joko valo-mikroskoopilla tai pyyhkäisyelektronimikroskoopilla
(SEM), jolloin myös kuolleet mikrobit saattavat tulla paremmin esiin, mutta määrien
arviointi ja sukutason tunnistus on näillä menetelmillä vaikeaa. Mikrobien ja
kattavan mikrobilajiston mittaaminen on erittäin haasteellista, ja on arvioitu että
viljelyyn perustuvilla tekniikoilla saadaan esiin vain 1 – 10 % sisäilmanäytteen
mikrobisoluista (Asumisterveysopas 2009).
Kuten on todettu jo aiemmin, mikrobipitoisuuksiin vaikuttavat myös muut
mikrobilähteet kuin rakennuksen homevauriot. Ulkoilma on varsinkin lumettomana
aikana yksi mikrobien päälähteistä ja lisäksi mikrobeille on lukuisia muita
normaaleja lähteitä kuten kasvit, eläimet, ihminen itse, elintarvikkeet ja polttopuut
(Hyvärinen ym. 2011). Pääsääntöisesti, jos mikrobipitoisuuden sisä/ulkosuhde
(Inner-Outer-Ratio) on yli yhden, voidaan päätellä sisälähteen olemassaolo
(Hyvärinen ym. 2011).
3.1 PINTANÄYTTEET
Pintanäytteenotto perustuu siihen, että home-, hiiva- ja bakteerikasvustot eivät
yleensä ulotu kasvualustan pintaa syvemmälle, joten mikrobikasvusto voidaan näin
varmentaa pinnoilta otetuista näytteistä. Pintanäyte otetaan aseptisesti steriiliin
nesteeseen kostutetulla vanupuikolla 10 cm x 10 cm kokoiselta alueelta. Näyte
voidaan siirtää puskuriliuokseen (kvantitatiivinen menetelmä) joko vaaka- tai
pystypinnalta kuten asumisterveysohjeessa (2003) ja –oppaassa (2009) on esitetty tai
suoraan kasvatusalustan pinnalle (semikvantitatiivinen menetelmä). Näyte tulee
toimittaa analysoivaan laboratorioon nopeasti, viimeistään näytteenottoa seuraavana
päivänä ja viileässä säilytettynä ja näyte tulee viljellä välittömästi, korkeintaan
vuorokausi näytteenotosta, koska mikrobit alkavat lisääntyä nopeasti nesteessä.
Sieni-itiöpitoisuus kuivilla vauriottomilla pinnoilla on yleensä < 10 pesäkettä
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muodostavaa yksikköä / cm2 (pmy/cm2, engl. colony forming unit, cfu/cm2). Kosteissa
tiloissa pintojen mikrobien pitoisuudet ovat korkeampia ja lajisto on yleensä
runsaampi. Vauriokohdalta otettua pintanäytettä tulisi myös verrata vastaavaan
vaurioitumattomalta pinnalta otettuun vertailunäytteeseen. Vertailunäytteet tulee
ottaa ennen kuin vaurionäytteet. Pintanäyte soveltuu koville materiaaleille kuten
betoni-, kaakeli-, muovi-, puu-, tapetti- tai maalipinnoille (Asumisterveysopas 2009).
3.2 MATERIAALINÄYTTEET
Materiaalinäytteen otolla ja määrityksellä pyritään osoittamaan tai varmentamaan,
onko vaurioepäilykohdassa mikrobikasvua. Materiaalinäytteiden avulla voidaan
selvittää vaurion laajuutta ja astetta. Silminnähden ilmeistä mikrobikasvustoa ei
periaatteessa tarvitse mikrobiologisella analyysilla varmentaa, mutta se voi olla
tarpeen erityisesti, jos halutaan varmistaa siinä kasvavaa lajistoa ja näin arvioida
esimerkiksi vaurion vakavuutta. Näytteeksi voidaan ottaa mitä tahansa
rakennuksessa esiintyvää materiaalia. Tuloksen tulkinnan helpottamiseksi otetaan
mahdollisuuksien mukaan useita näytteitä samasta rakennuksesta ja jopa
vaurioepäilykohdasta ja vertailunäyte vastaavasta materiaalista vaurioitumattomasta
kohdasta. Näytteen analysointitapana voidaan käyttää laboratoriossa joko
laimennusviljelyä tai suoraviljelyä. Laimennusviljelyssä tulos on kvantitatiivinen,
pesäkelukumäärän ilmoittava tulos (pmy/g) ja suoraviljelyssä tulos on
semikvantitatiivinen., Menetelmä perustuu mm. kansainvälisiin suosituksiin sekä
Terveyden ja hyvinvoinninlaitoksen (entinen Kansanterveyslaitos), entisen Kuopion
yliopiston ja Työterveyslaitoksen tutkimuksiin sekä elintarvikkeiden ja
maaperänäytteiden viljelykäytäntöön.
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3.3 SISÄILMANÄYTTEET
Homevaurion toteamisen yhteydessä sisäilman mikrobien pitoisuuden mittaamisen
tarkoitus on selvittää, ovatko asunnon tai muun rakennuksen sisäilman
mikrobipitoisuudet ja –suvusto tavanomaisia sijaintiin, ikään ja vuodenaikaan
nähden. Ilmanäytemittausta tarvitaan silloin, kun vauriokohtaa tai mikrobikasvua ei
ole löydetty esimerkiksi kuntotutkimuksen yhteydellä sisältäen pinta- tai
materiaalinäytteenottoa tai jos epäillään kontaminaatiota muista tiloista.
Ilmanäytteillä voidaan esimerkiksi väestötutkimuksissa arvioida hengitysteitse tai
iholle tapahtuvaa mikrobialtistusta. Asumisterveysohjeen (2003) tulkintaohjeet
perustuvat tavallisimmin ilman mikrobien pitoisuuksien mittaamiseen käytetyn 6-
vaiheimpaktorin (ns. Andersen-keräin) tuloksiin. Tässä menetelmässä pumpulla
imetään ilmaa suoraan kasvatusalustoille. Pitoisuus ilmassa ilmoitetaan yksikkönä
pmy/m3, mikä ilmoittaa ilmassa olevien elävien, lisääntymiskykyisten mikrobien,
itiöiden, solujen ja muiden partikkelien määrän ilmakuutiometrissä.
Ilmanäytemittaukseen suositeltavin ajankohta talvi, jolloin maa on jäässä ja on
lumipeite. Tällöin ulkoilmasta peräisin olevat itiöt vaikeuttavat tulosten tulkintaa
vähemmän. Ulkoilmassa homeitiöiden pitoisuus on suurimmillaan syksyllä, jolloin
ulko-sisäsiirtymä peittää alleen mahdolliset sisälähteet. Tällöin ilmanäyteanalyysissä
tulee aina ottaa näyte ulkoilmasta, jotta voidaan määrittää sisä-ulkoimasuhde.
Lisäksi voidaan käyttää apuna vertailunäytteitä vaurioitumattomasta, mutta
vastaavasta kohteesta tai suurissa kohteissa tiloista.  Yksi näytteenottokerta riittää
harvoin, koska itiöpitoisuudet vaihtelevat voimakkaasti eri aikoina johtuen lukuisista
tekijöistä kuten mikrobien kasvuvaiheesta, -olosuhteista, sisäilman kosteudesta,
lämpötilasta ja ilmavirroista. Yksittäinen negatiivinen näyte ei pois sulje vaurion
mahdollisuutta, vaan näytteitä tulisi yleensä ottaa useita ja useammalla
näytteenottokerralla.
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3.4 OHJE- JA VIITEARVOT
Kosteus- ja homevauriokohteissa ja muussakin homesienialtistuksessa on tyypillistä,
että oireiden yleisyys ei ole annos-vastesuhteessa mikrobien pitoisuuteen eli
kosteusvaurioituneiden rakennusten sisäilmasta mitatut bakteeri- ja sieni-
itiöpitoisuudet aina korreloi altistuneiden henkilöiden oireiden määrään. Myös
yksilöllisessä herkkyydessä on eroja.  Mm. näistä syistä ei sisäilman bioaerosoleille
ole voitu antaa terveysperusteisia ohjearvoja. Yleisenä sääntönä voidaan pitää, että
terveyshaitat korjaantuvat vain poistamalla homealtistus, ts. poistamalla materiaalit
ja korjaamalla kosteusvaurion perussyy (2011, www.thl.fi).
Mikrobimäärityksille rakennuksista on kuitenkin luotu tulkintaohjeita.
Asumisterveysohjeen (2003) mukaan mikrobiologisten määritysten avulla voidaan
todeta, onko asunnossa sellainen mikrobiologinen olosuhde, kuten mikrobikasvu
rakennuksen sisäpuolisissa rakenteissa tai muu epätavanomainen lähde, joka voi
aiheuttaa terveyshaittaa. Esimerkiksi asumisterveysoppaan (2009) mukaan
materiaalinäytteessä voidaan katsoa esiintyvän sienikasvustoa, jos sieni-itiöpitoisuus
viljelyssä on vähintään 10 000 pmy/g. Näytteen bakteeripitoisuus vähintään 100 000
pmy/g viittaa bakteerikasvuun materiaalissa. Jos aktinomykeettipitoisuus on
suurempi kuin 500 pmy/g, se viittaa aktinomykeettikasvustoon näytteessä. Jos
materiaalinäytteen sieni-itiöpitoisuus on 100 kertaa suurempi kuin vastaavassa
vertailunäytteessä, tulos viittaa mikrobikontaminaatioon tai mahdollisesti
kuivuneeseen kasvustoon. Vaikka pitoisuudet ovat alhaisia, poikkeava lajisto voi
viitata vanhaan, kuivuneeseen kasvustoon. Myös pinta- ja ilmanäytteiden
tulkintaohjeet on esitetty yksityiskohtaisesti Asumisterveysohjeessa 2003 ja
Asumisterveysoppaassa 2009. Muissa sisätiloissa kuin asunnoissa (mm. toimistot ja
koulut), ilman mikrobipitoisuudet ovat yleensä pienempiä kuin asunnoissa
(Asumisterveysohje 2003). Normaaliolosuhteissa koulurakennuksissa sisäilman
sieni-itiöpitoisuudet ovat olleet alle 50 pmy/m3 ja aktinomykeettien pitoisuudet alle
10 pmy/m3 (KTL 2008).
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4. Mikrobien esiintyminen puumateriaaleissa ja
mineraalivillassa
Rakennusmateriaalin laadulla on vaikutus mikrobistoon ja mm. mikrosienet ja
aktinobakteerit suosivat erilaisia kasvualustoja ja sienen kasvutapa vaikuttaa
edelleen sen esiintymiseen erilaisissa näytteissä (kuiva- ja märkäitiöiset) (Hyvärinen
2002). Vastaavasti esimerkiksi Penicillium ja Aspergillus-ryhmien lajeja on huomattu
esiintyvän tyypillisesti (80 %) päiväkodin huoneissa, joissa oli lautalattia, huoneissa
joissa oli linoleum-päällysteinen lattia (39 %) ja huoneissa joissa oli PVC-muovimatto
(21 %) (Cai ym 2009). Suomalaisessa tutkimuksessa yleisesti kosteus- ja
homevaurioihin liittyvistä bakteerisuvuista, Streptomyces-suvulla ja sieniryhmällä
Penicillium, Aspergillus ja Paecilomyces oli  suurin  esiintymisfrekvenssi  tutkittavana
olleilla rakennusmateriaaleilla (puu, mineraalieriste, kipsilevy, lastulevy, paperi,
muovi, sementti, keraamiset tuotteet, yhdistelmämateriaalit) (Pietarinen ym 2008).
Näistä seuraavia ryhmiä olivat Stachybotrys chartarum ja Trichoderma
viride/atroviride/koningii, jotka kuuluvat indikaattorimikrobeihin. Suurin mikrobien
esiintymistiheys, -pitoisuus ja lajistomäärä havaittiin puumateriaaleissa, jota
seuraavina mineraalieristeessä ja lastulevyissä (Pietarinen ym. 2008). Vastaavasti
Asumisterveysoppaassa on kartoitettu sienien kokonaispitoisuuksia puu- ja
mineraalieristemateriaaleissa (Taulukko 2).
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Taulukko 2. Esimerkkejä sienien kokonaispitoisuuksien jakaantumisesta puu- ja
mineraalieristemateriaaleilla, joissa on epäilty vaurioita (vaurio) ja joissa ei ole ollut näkyviä
vaurioita (vertailu)(taulukko mukailtu lähteestä Asumisterveysopas 2009).
Materiaali (n) Sieni-itiöpitoisuus (cfu/g)
Vaihteluväli
Puu
Vaurio (670)
Vertailu (55)
< 45* – 150 000 000
< 45 – 310 000
Levyt
Vaurio (83)
Vertailu (4)
< 45 – 36 000 000
1421 – 2000
Mineraalieristeet
Vaurio (390)
Vertailu (25)
< 45 – 58 000 000
< 45 – 230 000
  * analyysin määritysraja
5. Molekyyligeneettiset- ja kasvatukseen perustuvat
menetelmät sekä toksikologiset menetelmät
mikrobidiagnostiikassa
5.1 KASVATUS- JA QPCR-MENETELMIEN KUVAUKSET
5.1.1Kasvatusmenetelmän hyödyt ja haitat
Mikrobianalyysit perustuvat perinteisesti kasvatusmenetelmään eli näytteen
viljelyyn maljoille ja maljoilla kasvavien pesäkkeiden laskentaan, mikroskopointiin ja
fenotyyppiseen, ilmiasuun perustuvaan tunnistukseen. Tämänhetkiset
Asumisterveysohjeen (2003) tulkintaohjeet perustuvat kasvatusmenetelmään.
Kasvatusmenetelmän ehdottomana etuna on, että siitä on olemassa laajat
vertailuaineistot eli epätavalliset mikrobipitoisuudet ja – lajistot ovat yleensä
havaittavissa.  Etuja ovat myös, että menetelmä ns. haarukoi kaikki kasvatusalustalla
kasvavat mikrobit eli saadaan ns. läpileikkaus näytteessä esiintyvistä elävistä
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mikrobeista ja että elävät mikrobikannat on mahdollista eristää.  Kasvatusmenetelmä
voidaan toteuttaa esim. pintasively- ja materiaalinäytteistä tai impaktori-keräimen
avulla ilmanäytteestä. Huolimatta maljakasvatuksen monista eduista, tuloksen
saaminen on hidasta, kestäen useita päiviä tai viikkoja johtuen mm. homeiden ja
aktinobakteerien kasvun hitaudesta. Samoin viljelyt ovat työläitä toteuttaa ja
mikrobien tunnistaminen vaatii suurta erityisosaamista.
5.1.2. qPCR-menetelmän hyödyt ja haitat
Molekyylibiologisia, genotyyppisiä mikrobitunnistusmenetelmiä on kehitetty
viljelymenetelmien rinnalle, joista mm. kvantitatiivisten reaaliaikaisten
polymeraasiketjureaktio (qPCR) –menetelmien käytettävyyttä kosteus- ja
homevauriodiagnostisena välineenä  tutkitaan yhä enenevissä määrin. Verrattuna
viljelymenetelmään, qPCR- menetelmä on huomattavasti nopeampi, ja analyysitulos
valmistuu muutamassa tunnissa. Menetelmä perustuu mikrobigenomin
perimäaineksen (deoksiribonukleiinihappo, DNA) osan monistamiseen ja
ajantasaiseen (reaaliaikaiseen) tunnistamiseen ja menetelmän avulla on mahdollista
todeta näytteessä oleva mikrobipitoisuus, ts. menetelmä on kvantitatiivinen. QPCR
tunnistaa myös viljelyssä negatiiviseksi jäävien, kuivuneiden ja kuolleiden,
mikrobisolujen DNA:n. QPCR:n haasteena on kuitenkin menetelmän rajallinen
tunnistuskyky liittyen vain tutkittavaan sekvenssiin. Yksittäinen qPCR-menetelmä
tunnistaa vain tietyn kohdegeenin ja mahdollisesti sille tyypillisen lajin. Haluttaessa
saada kattavammin selville näytteen sisältämää mikrobilajistoa, on käytettävä useita
(kymmeniä) eri qPCR-ajoja ja/tai niihin liittyviä spesifisiä alukkeita. Toistaiseksi
qPCR-menetelmälle ei myöskään ole olemassa yleisesti hyväksyttäjä tulkintaohjeita.
Tällä hetkellä qPCR:n kansallisen viiteaineiston luominen on käynnissä, jotta
menetelmään voidaan käyttää homevaurioiden toteamisessa.
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5.1.3 Mikrobitoksiinit ja yleinen toksisuus
Homeet ja bakteerit tuottavat myrkkyjä eli toksiineja, jotka leviävät hengitysilmaan
(Jarvis ym. 2005). Rakennuksista on löydetty useita mikrobitoksiineja, esimerkiksi
satratoksiineja, strerigmatokysteiinia, kereulidia, valinomysiinia ja amylosiinia.
Niiden on todettu mm. käynnistävän tulehdusreaktioita ja tappavan elimistön
puolustusjärjestelmän soluja. Yksittäisten mikrobitoksiinien esiintymistä sisäilmassa
ja niiden terveydellisestä haitasta on vielä vain hyvin vähän tietoa, koska toistaiseksi
havaitut pitoisuudet ovat hyvin alhaisia ja tutkimusta on tehty vähän.
Määritysmenetelmien kehittyessä tietoa tulee lisää.  Homekasvustoon tulisi aina
suhtautua, että se on mahdollinen terveyshaitta.
Tällä hetkellä sisäympäristönäytteille soveltuvaa myrkyllisyyden eli –toksisuuden
arviointimenetelmää kehitetään yhteistyönä eri tutkimuslaitosten välillä.
Menetelmän tarkoituksena on testata erilaisten solutyyppien soveltuvuutta
sisäympäristönäytteiden testaukseen ja selvittää sitä, ilmentääkö näytteen
solutoksisuus mikrobitoksiinien läsnäoloa (Hyvärinen ym. 2011).
6. Tutkimus ja tulokset
6.1 MATERIAALIT JA MENETELMÄT
MATERIAALIT:
Tässä työssä näyteaineistona oli Terveyden ja Hyvinvoinnin Laitoksen (THL)
Ympäristömikrobiologian yksikön näytekokoelmassa olevia
rakennusmateriaalinäytteiden (mineraalivillaeristenäytteet, n=103 kpl ja
puumateriaalinäytteet, n=114 kpl) viljelmiä (N=217). Näyteaineisto koostui THL:n
näytteistä sekä Työterveyslaitokselta (TTL) toimitetuista näytteistä.
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Mineraalivillaeriste- ja puumateriaalinäytteistä tutkittiin mikrobipitoisuuksia
kasvatusmenetelmillä (THL, TTL) ja qPCR:llä (THL).
MENETELMÄT:
Materiaalinäytteenotto ja esikäsittely: Näytteenotto tapahtui THL:n ja TTL:n
ohjeiden mukaisesti joko asiakkaan, THL:n tai TTL:n henkilökunnan toimesta.
Tutkittavat näytteet (1 - 5 g) otettiin pääsääntöisesti näkyvistä, edustavista
mikrobivaurioituneista materiaalikohdista. Laboratoriossa näyte hienonnettiin ja
punnittiin.
Työturvallisuus: Näytettä käsiteltäessä käytettiin laboratoriokohtaista työtakkia ja
suojakäsineitä sekä tarvittaessa P3-luokan suodattimella varustettua
hengityssuojainta. Jos näytteenottokohde, -kohta ja/tai tutkittava materiaali ovat
hyvin homeisia, käytettiin näytteenoton aikana suojavaatetusta ja P3-luokan
hengityssuojainta. Näytteen esikäsittely tapahtui vetokaapissa. Kasvatus tapahtui
muovipusseissa lämpökaapissa joka on yhdistetty ilmanpoistoon. Tulosten
lukeminen tapahtui suojakaapissa ja sienten tunnistus ilmanvaihtoon yhdistetyn
kohdepoiston alla olevalla mikroskoopilla.  DNA-työskentely tapahtui vaadittavin
suojavarustein ja työvaiheiden mukaisesti erillisissä huoneissa.
Laimennossarjojen teko: Näytteet suspendoitiin laimennosliuokseen 10-1 tai
tarvittaessa suoraan 10-2 laimennokseksi (tyypillisesti villanäytteet), jonka jälkeen ne
sonikoitiin ultraäänihauteessa ja sekoitettiin ravistelijalla. Tarvittaessa
näytesuspensio siivilöitiin steriilin siivilän läpi, jotta näyte säilyi edustavana ja
ylimääräisiä partikkeleja ei päässyt pipetoitavaan suspensioon. Mikäli tutkittava
materiaali oli selvästi homeinen, tehtiin rinnakkaiset laimennossarjat sienten
määrittämiseksi vähintään laimennoksiin 10-4 tai 10-5 asti. Bakteeriviljelyyn tehtiin
laimennokset 10-1 – 10-3. Laimennossarjat sekoitettiin koeputkisekoittajalla ja viljeltiin
pintaviljelytekniikalla kasvualustoille.
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Kasvatusalustat: Maljakasvatuksessa käytettiin asumisterveysoppaan ohjeen
mukaisia  M2- ja DG18 -sienikasvatusagareita (Asumisterveysopas 2009) ja TTL.ssä
myös Hagem-kasvatusalustaa, joka on myös tarkoitettu mesofiilisille sienille kuten
M2-kasvatusalusta.  THL:ssä kasvatus tapahtui M2- ja DG-18 –alustoilla, TTL:ssä
vastaavasti Hagem- ja DG18-alustoilla. Tätä tutkimusta varten maljoilta laskettiin
kokonaissienipitoisuus ja tunnistettiin sieniryhmät Penicillium spp., Aspergillus spp. ja
Paecilomyces spp.
Kvantitatiivinen PCR (qPCR)-tutkimus: Tämä lopputyö perustui qPCR:llä
tunnistettuun Penicillium spp-, Aspergillus spp- ja Paecilomyces variotii- ryhmään, jotka
on määritetty julkaisun Pietarinen ym 2008 mukaan.
Tilastotieteellinen käsittely: Tulosten laskenta- ja suunnitteluohjelmina käytettiin
Excel-ohjelmistoa ja tilastotieteellisiä ohjelmia kuten SPSS-ohjelmaa.
Tilastotieteellisissä testeissä käytettiin ei-parametrisiä testejä, koska muuttujien
normaalijakaumia ei ollut saatavissa standardimuutoksin. Sieniryhmien kasvatus- ja
qPCR- menetelmillä saatujen mikrobimäärien keskinäiset pitoisuuksien
riippuvuudet suhteet analysoitiin Spearman’in korrelaatio-analyysillä, esiintyvyys
analysoitiin McNemar Chi-square-testillä. Lisäksi määritettiin mediaaniarvot ja
kumulatiivinen jakauma.
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6.2. TULOKSET
6.2.1 Pitoisuuksien jakautuminen
Tutkimuksen 217 rakennusmateriaalinäytteiden mikrobiviljelmistä 114 (53 %) oli
puumateriaalimikrobiviljelmää ja 103 (47 %) mineraalivillaeristeviljelmää.
Kasvatusmenetelmällä sienten suurimmat kokonaispitoisuudet olivat 3,3 x 107 pmy/g
(M2/Hagem-kasvatusalusta) ja 3,1 x 107 (DG18-kasvatusalusta) pmy/g, jotka
molemmat esiintyivät puumateriaaleilla. Mineraalivillaeristeessä suurin
kokonaispitoisuus oli 5,2 x 106 pmy/g, joka esiintyi DG18-alustalla. Pienin
kokonaispitoisuus kaikilla alustoilla ja molemmilla rakennusmateriaaleilla oli alle
määritysrajan (<AM), <45pmy/g.
Eri kasvatusalustoilla Pen/Asp/Paec-ryhmä kasvoi seuraavasti: <AM – 3,3 x 107 pmy/g
(M2/Hagem-kasvatusalusta) ja <AM – 3,1 x 107 pmy/g (DG18-kasvatusalusta). Suurin
Pen/Asp/Paec – ryhmän yhteenlaskettu pitoisuus puumateriaaleilla oli 3,3 x 107
pmy/g, joka esiintyi M2/Hagem-kasvatusalustalla. Mineraalivillaeristeessä suurin
Pen/Asp/Paec- löydös oli 3,0 x 106, joka esiintyi sekä Hagem/M2-alustalla että DG18-
alustalla. Pienin Pen/Asp/Paec-ryhmän pitoisuus kaikilla kasvatusalustoilla ja
molemmilla rakennusmateriaaleilla oli alle määritysrajan, <45 pmy/g.
QPCR-menetelmällä todettu suurin Penicillium/Aspergillus/Paecilomyces variotii-
ryhmän pitoisuus (solua/g) oli 3,1 x 109 (mineraalivillaeriste). Puumateriaaleilla
suurin  pitoisuus  oli  1,8  x  107 solua/g. Kasvatus- ja qPCR- tulosten mediaani- eli
keskiluvut on esitetty taulukossa 3. Puumateriaalinäytteiden tulosten mediaaniksi
laskettiin kahden keskimmäisen luvun keskiarvo, koska näytemäärä oli parillinen
(n=114).
31
Taulukko 3. Elinkykyisten kokonaissienipitoisuuksien- ja Pen/Asp/Paec-ryhmän
pitoisuuksien mediaanit kasvatus ja qPCR-menetelmällä määritettynä.
Mediaani:
Näytteet
yhteensä
(n=217)
Mediaani:
Puu-
materiaali
(n=114)
Mediaani:
Mineraali-
villaeriste
(n=103)
Kokonaissienet, kasvatus
M2 / Hagem-alusta 2000,0 3475,2 1000,0
DG18-alusta 3000,0 4600,0 2000,0
Suurin kokonaispitoisuus 3727,3 5975,3 2882,9
Pen/Asp/Paec-ryhmä, kasvatus
M2 / Hagem-alusta  400,0 452,3 150,0
DG18-alusta 1000,0 1100,0 1000,0
Suurin kokonaispitoisuus 1000,0 1200,0 1000,0
Pen/Asp/Paec-qPCR 2779,9 9319,4 1157,1
5.2.2 Menetelmien vertailu eri pitoisuusluokissa
Näytteet jaettiin elinkykyisten sienien kokonaispitoisuuden mukaan eri luokkiin:
(luokka 1; 0 - 999 pmy/g, luokka 2; 1000 -  9999 pmy/g, luokka 3; 10 000 - 999 999 pmy/g,
luokka 4; >1000 000 pmy/g (taulukko 4). Luokitteluun käytettiin kasvatuksen
suurinta kokonaispitoisuus-lukuarvoa (maksimikonsentraatio, lyhenne maks.
kok.pit.), joka oli riippumaton maljatyypistä. Verrattaessa kasvatus- ja qPCR-
menetelmällä saatuja mikrobipitoisuuksia taulukosta havaitaan, että Pen/Asp/Paec-
ryhmää qPCR-menetelmällä määritettynä esiintyi useammin suurimmissa
pitoisuusluokissa. Huomattavaa on, että alimassa pitoisuusluokassa (luokka 1)
esiintyi korkeitakin pitoisuuksia (167152 solua / g).
Kasvatus- ja qPCR-menetelmillä saatujen Pen/Asp/Paec-tulosten kvalitatiivinen
vastaavuus (esiintyykö vai ei esiinny; +/-) koko aineistossa (N=217) oli 76 %; 217
näytteestä 164 vastasivat positiivisen ja/tai negatiivisen tuloksen osalta toisiaan.
Näistä 53 ei-toisiaan-vastaavasta-näytteestä suurin osa (47 kpl; 89 %) antoi
positiivisen tuloksen qPCR-menetelmällä, mutta Pen/Asp/Paec-kasvatustuloksen
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suhteen ao. näytteet olivat negatiivisia. Yhteensä kuusi näytettä (3 %) oli
maljakasvatuksessa positiivisia, mutta qPCR-menetelmällä negatiivisia.
Viljelytuloksen mukaan luokitellussa aineistossa (taulukko 5) Pen/Asp/Paec-ryhmän
esiintyvyyden yhteensopivuus oli huono luokassa 1 (P<0.001) ja heikohko myös
luokassa 2.  Sen sijaan menetelmien yhteensopivuus oli hyvä luokissa 3 ja 4.
Näyteaineistosta analysoitiin lisäksi menetelmien väliset korrelaatiot koko
aineistossa (taulukko 6) ja eri pitoisuusluokissa (taulukko 7). Korrelaatiot olivat
korkeita (>0.657) koko aineistossa. Eri pitoisuusluokissa korkein korrelaatio
menetelmien välillä havaittiin Pen/Asp/Paec-ryhmän pitoisuuksissa kahdessa
korkeimmassa pitoisuusluokassa.   Määritettyjen mikrobien kumulatiivinen
pitoisuusjakauma osoittaa myös kasvatukseen perustuvan ja qPCR-menetelmän
antavan samansuuntaisia tuloksia nimenomaan suurilla pitoisuuksilla (Kuva 3).
Taulukko 4: Kasvatusmenetelmällä ja qPCR:ssä tutkittujen näytteiden (N=217) lukumäärät
ja sienipitoisuudet kasvatusmenetelmän kokonaissienipitoisuuden mukaan tehdyissä luokissa.
Luokkakohtainen
prevalenssi
Maksimi-
konsentraatio
qPCR
N (%)*
kasvatus
N (%)*
qPCR
solua/g
kasvatus
pmy/g
Luokka 1: pmy/g
Kokonaissienet 0 – 999 (n=80) - 80 (100) - 901
Pen/Asp/Paec-ryhmä 67 (84) 26 (33) 167152 864
Luokka 2: pmy/g
Kokonaissienet 1000 - 9999 (n=48) - 48 (100) - 9000
Pen/Asp/Paec-ryhmä 41 (85) 43 (96) 193343 9000
Luokka 3: pmy/g
Kokonaissienet 10000 - 999999 (n=69) - 69 (100) - 846847
Pen/Asp/Paec-ryhmä 68 (99) 67 (97) 3,12 x E9 766000
Luokka 4: pmy/g
Kokonaissienet >1000000 (n=20) - 20 (100) - 33000000
Pen/Asp/Paec-ryhmä 20 (100) 19 (95) 18242539 33000000
lyhenteet:
* prosenttiosuus laskettu ao. luokan n:stä
- ei määritettävissä ao. menetelmällä
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Taulukko 5. Pen/Asp/Paec-ryhmän esiintyvyyden yhteensopivuus kasvatus- ja qPCR-
menetelmällä (McNemar).
Prosentuaaliset
vastaavuudet: qPCR ja
Pen/Asp/Paec-kasvatus P-arvo
yhteen-
sopivuus
 %
ei yhteen-
sopivuutta
%
(McNemar)
Luokka 1: pmy/g < 0.001
Kokonaissienet 0 – 999 (n=80) 46 54
Luokka 2: pmy/g
Kokonaissienet 1000 - 9999 (n=48) 83 17 < 0.727
Luokka 3: pmy/g
Kokonaissienet 10000 - 999999 (n=69) 98 2 1
Luokka 4: pmy/g
Kokonaissienet >1000000 (n=20) 95 5 -
Taulukko 6: Koko näyteaineiston (N=217) kasvatus- ja qPCR-menetelmien tulosten välinen
korrelaatio ja tilastollinen merkitsevyys.
Spearman’in korrelaatio, r,
(P-arvo)
Kasvatus:
Maks.
kok.pit.
sienet*
 Kasvatus:
Maks. pit.
Pen/Asp/Paec
Kasvatus: Maks. kok.pit.
sienet
1  0.885 (<0.001)
Pen/Asp/Paec-qPCR 0.657 (<0.001)  0.722 (<0.001)
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Taulukko 7. Kasvatus- ja qPCR-menetelmien tulosten välinen korrelaatio ja tilastollinen
merkitsevyys eri pitoisuusluokissa.
Spearman’in korrelaatio, r, (P-arvo)
Kasvatus:
Maks.
kok.pit.
sienet*
Kasvatus:
Maks. pit.
Pen/Asp/Paec
Luokka 1: 0 – 999 pmy/g
Kasvatus: Maks. kok.pit. sienet 1 0,923 (<0,001)
Pen/Asp/Paec-qPCR 0,130 (0.249) 0,193 (0,086)
Luokka 2: 1000 -  9 999 pmy/g
Kasvatus: Maks. kok.pit. sienet 1 0,494 (<0,001)
Pen/Asp/Paec-qPCR 0,298 (0.040) 0,360 (0,012)
Luokka 3: 10 000 - 999 999 pmy/g
Kasvatus: Maks. kok.pit. sienet 1 0,574 (<0,001)
Pen/Asp/Paec-qPCR 0,254 (0.618) 0,554 (<0,001)
Luokka 4: >1000 000 pmy/g
Kasvatus: Maks. kok.pit. sienet 1 0,298 (0,202)
Pen/Asp/Paec-qPCR 0,119 0,549 (0,012)
* Suurin sienten kokonaispitoisuus; Kokonaissienet (N=217)
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Kuva 3. Penicillium spp-, Aspergillus spp- ja Paecilomyces –ryhmän
ja sienten kokonaispitoisuuksien kumulatiivinen jakauma kasvatus- ja qPCR-menetelmillä
määritettynä.
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6.3. TULOSTEN TARKASTELU JA YHTEENVETO
Verrattaessa kasvatusmenetelmää ja qPCR-menetelmää kasvatusmenetelmän
ehdoton etu on vertailuaineiston ja tulkintaohjeiden olemassa olo.
Kasvatusmenetelmä on kuitenkin useita päiviä kestävä menetelmä ja morfologinen
tunnistaminen on vaativaa. Toisaalta myös qPCR-menetelmä on vaativa, mutta se on
myös nopea, tarkka, herkkä menetelmä, jolla voi todeta myös kuollutta mikrobistoa.
Tutkittaessa sisäilman laatuun vaikuttavia tekijöitä, myös kuolleilla mikrobeilla on
merkitystä, koska kuolleetkin mikrobit voivat aiheuttaa terveyshaittaa ja näin ollen
heikentää sisäilman laatua.  Näin ollen qPCR-menetelmä tulee olemaan tervetullut
lisä asumisterveystutkimuksiin.  Niin mikrobiologisissa kuin missä tahansa
tutkimuksissa usean eri menetelmän yhtäaikainen käyttö takaa informatiivisemmat
tulokset. Esimerkiksi homesienianalytiikassa pesäketunnistukseen perustuvien
maljakasvatusmenetelmien ja genotyyppiseen analysointiin (mm. qPCR) perustuvien
menetelmien rinnakkainen käyttö täydentävät toisiaan (Cai ym 2009). Tätä kyseistä
asetelmaa ei tarkasteltu tässä tutkimuksessa.  Kliinisessä diagnostiikassa on havaittu
esimerkiksi Aspergillus fumigatus-ryhmän ilmenevän hyvin monimuotoisena
genotyypiltään ja ilmiasultaan riippuen mm. kasvuympäristöstä (Frias-De Leon ym,
2011), jolloin sekä genotyyppisten ja morfologisten menetelmien yhtäaikainen käyttö
on perusteltua.
Tässä tutkimuksessa mineraalivillaeristenäytteiden qPCR- ja kasvatusmääritettyjen
pitoisuuksien mediaani olivat hyvin samaa suuruusluokkaa.
Puumateriaalinäytteiden qPCR-tulosten mediaani oli sen sijaan noin yhdeksän kertaa
suurempi kuin vastaava kasvatustulosten mediaani. Tulos vahvistaa myös aiemman
havainnon, missä muiden rakennusmateriaalien kuin puumateriaalien vastaava
mediaaniluku oli huomattavan alhainen (Pietarinen ym. 2008).  Tämä tulos lisäksi
viittaa qPCR-menetelmän kykyyn tunnistaa esim. myös kuolleen kasvuston, mitä ei
kasvatuksessa pystytä havaitsemaan.
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Tulosten kumulatiivinen jakauma eri menetelmillä osoittaa, että tulokset olivat
samansuuntaisia etenkin suurilla (useita tuhansia soluja/g tai pmy/g)
mikrobipitoisuuksissa. Myös menetelmien korrelaatiot olivat korkeimpia kahdessa
korkeammassa pitoisuusluokassa. Alhaisimmissa pitoisuusluokissa ei havaittu
käytännössä mitään korrelaatiota.  QPCR-menetelmillä havaitaan yleensä selvästi
korkeampia pitoisuuksia kuin kasvatusmenetelmässä, kuten myös tässä
tutkimuksessa. Tulos saattaa viitata siihen, että alimpien pitoisuusluokkien
materiaaleilla oli lähes ainoastaan kuivunutta kasvustoa.
Kasvatus- ja qPCR-menetelmillä saatujen tulosten kvalitatiivinen (+/-) vastaavuus oli
76 %, mikä tarkoittaa että 24 % näytteistä toinen menetelmä havaitsi tutkittua
sieniryhmää, Penicillium-Aspergillus ja Paecilomyces, ja  toinen  ei.   Tämä  on
samansuuntainen tulos kuin, mitä havaittiin Pietarisen (2008) tutkimuksessa. Tässä
tutkimuksessa suurimmassa osassa (89 %) näistä näytteistä qPCR havaitsi ao.
mikrobeita ja kasvatusmenetelmä ei, mikä on täysin luonnollista, koska kasvusto on
voinut olla kuollutta eikä näin ollen tullut havaituksi kasvatusmenetelmällä. Etenkin
luokassa 1 (<AM – 999) menetelmien välinen eroavuus oli selvä. Vastaavasti
tutkimuksessa muutama näyte oli qPCR-negatiivisia eli ao mikrobiryhmää ei
havaittu, mutta kasvatusmenetelmässä havaittiin kasvua. Tällöin saattoi olla
kysymys variantista mikrobikannasta, jonka muuntunutta geenialuetta qPCR ei
tunnistanut, mutta kanta kasvoi kuitenkin maljakasvatuksessa. Tulos saattaa myös
viitata johonkin qPCR:ää inhiboivaan eli qPCR-reaktiota estävään tekijään.
Kysymyksessä saattaisi olla myös primäärinäytteen (sekaviljelmä) inhibitio
qPCR:ään, mutta näytteiden DNA eristettiin ennen qPCR-ajoa ja monistuminen
kontrolloitiin näytekohtaisesti sisäisillä mikrobi-DNA-referenssinäytteillä. Tämä
menettely poissulkee tehokkaasti ylimääräisten aineiden aiheuttamaa
inhibitiomahdollisuutta qPCR-ajossa ja varmentaa tulosta.
Ilmanäytteisiin liittyvissä tutkimuksissa on havaittu, että ilmanäytteen sisältämät
mikrobimääriä on haasteellisia mitata. Esimerkiksi qPCR:llä tehdyssä kokeellisessa
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tutkimuksessa, ilmanäytteestä havaittu mikrobiaerosolien määrä oli 10 – 24 kertaa
alhaisempi kuin näytteen oikea mikrobipitoisuus (Hospodsky ym. 2010).
QPCR-menetelmän käyttöä myös sienten kokonaismäärän arvioinnissa ns.
yleissienialukkeilla on tutkittu, mutta alukkeiden käytössä on kuitenkin aiemmin
ollut spesifisyysongelmia. Luotettava yleissienialuke mahdollistaisi sienien
”kokonais”pitoisuuden määrittämisen.   Useiden laji- tai sukuspesifisten qPCR-
määritysten tekeminen on melko kallista, joten laajan määrityspatterin käyttö ei
välttämättä sovellu rutiinikäyttöön (Hyvärinen ym. 2011).
Mikrobitutkimukset rakennusmateriaalinäytteistä ovat tärkeä osa-alue, jolla on
välitön vaikutus rakennuksen kunnon ja sisäilman laadun arviointiin ja näin ollen
muodostavat oleellisen yhteyden terveyshaitan arviointiin ja edelleen ihmisten
terveyteen. Tässä lopputyössä verrattiin kvantitatiivistä PCR (qPCR)- ja
kasvatusmenetelmää rakennusten mineraalivillaeriste- ja puu- materiaalinäytteiden
mikrobimäärityksissä. Tutkimuksen tarkoituksena oli myös tuottaa tietoa
tulkintaohjeiden muodostamiseksi kosteus- ja homevauriokohteiden
mikrobiologiseen analysointiin qPCR:n avulla.  Eri menetelmin määritettyjen
näytteiden pitoisuudet vastasivat toisiaan parhaiten suurissa pitoisuuksissa ollen
yllättävän samaa suuruusluokkaa. Toisaalta näytteiden alhaisissa
mikrobipitoisuuksissa menetelmien välinen ero oli merkittävä.
Lisää tutkimusaineistoa ja/tai aineiston analysointia tarvitaan tulkintaohjeiden
muodostamiseksi qPCR-menetelmällä.
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